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ABSTRAKT  
Tato bakalářská práce popisuje přilnavost buněk, označených železitými 
nanočásticemi, ke stěně kapiláry, na kterou působí magnetická síla. Nejprve popisuje krevní 
řečiště a rychlost protékající krve. Dále se věnuje obecné charakteristice nanočástic 
využitelných v medicíně, popisu využitých mikroskopů a v poslední řadě metodám správné 
kultivace buněk in vitro. Praktická část pak testuje přilnavost buněk při různých rychlostech 
v různě velkých kapilárách za pomocí magnetických sil. 
KLÍČOVÁ SLOVA  
krevní řečiště, krev, nanočástice, železité nanočástice, inverzní mikroskop, fluorescence, 
fluorescenční mikroskop, kultivace in vitro 
ABSTRACT  
This bacalor thesis describes the adhesion of cells marked with iron nanoparticles to 
the capillary wall which is exposed to magnetic force. First, it characterize the bloodstream 
and speed of flowing blood. It also discusses the general characteristic of the nanoparticles 
useful in medicine, description of used microscopes and lastly proper methods of cultivation 
cells in vitro. The practical part tests the adhesion of the cells at different speeds, in different 
sized capillaries using magnetic forces. 
KEYWORDS  
bloodstream, blood, nanoparticles, iron nanoparticles, inverted microscope, fluorescence, 
fluorescence microscope, cultivation in vitro  
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Úvod 
Průtok buněk cévou a záchyt některých speciálních buněk na stěnu cév jsou velmi 
důležitými fyziologickými jevy v živém organismu. Tyto jevy mohou výrazně ovlivnit  
a modulovat zdravotní stav a průběh některých onemocnění jak negativně (např. nežádoucí 
vznik trombu před infarktovou příhodou), tak pozitivně (např. záchyt buněk s regenerativním 
potenciálem a jejich rychlý postup do poškozené tkáně). Záchyt buněk, v odborné literatuře 
označovaný jako „landing“, byl původně popsán u krevních destiček, kde má hlavní význam 
pro zacelení prasklé stěny nebo celkové zablokování cévy a ochranou před vykrvácením. 
Postupně byl odhalen význam landingu i pro lymfocyty a řadu jiných buněk. Velký význam 
má také pro buňky podané pacientům formou tzv. celulární  
a biologické terapie nádorů, kde je efektivní vycestování z cévy  extrémně důležité pro kvalitu 
léčby.  
Průtok buněk cévou a záchyt na stěnu se v posledních desetiletích stal cílem měření 
mnoha biomedicínských pracovišť. Měřit, mikroskopicky popsat a co nejlépe kvantitativně 
zhodnotit tento jev přímo na živém organismu je velmi problematické. Dlouhodobé snímání 
jednoho místa cévy by se muselo řešit anestezií pacienta nebo laboratorního zvířete, navíc 
přístup mikroskopu k cévě je invazivní a problematický. Proto začaly být modely cév 
konstruovány in vitro a začaly se postupně realizovat simulace průtoku krevních elementů 
těmito modelovými cévami a simulace záchytů různých buněk na stěnu cév, včetně 
modifikace záchytu buněk ve zvoleném orgánu pomocí externí magnetické síly. 
Hlavním cílem této práce je získat z literatury vhodnou biofyzikální charakteristiku 
průtoku krevních buněk pro různé typy cév a kapilár v těle, na základě těchto literárních dat 
sestavit in vitro model malé cévy s funkční nepřetržitou cirkulací kapaliny (pomocí speciální 
laboratorní pumpy a speciálních průhledných biokompatibilních materiálů), dále modifikovat 
záchyt některých buněk na stěnu cévy pomocí dodatečné magnetické síly (buňky jsou 
označeny nanočásticemi) a detekovat záchyt buněk pomocí různých variant mikroskopických 
detekčních zařízení a počítačového zpracování obrazu. 
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1 Krevní řečiště 
Krevní řečiště se skládá ze třech hlavních částí: srdce, cév a krve. Každá z těchto 
složek tvoří nedílnou součást lidského života, bez které bychom nemohli existovat. Prouděním 
a tlakem krve v odlišných úsecích lidského těla a při různých situacích se z fyzikálního 
hlediska zabývá hemodynamika, což znamená krevní pohyb a rovnováhu zapříčiněnou 
externími silami. Úkolem a cílem řečiště je zajistit plynulý tok krve a s tím spojený transport 
a výměnu živin. [1] 
1.1 Srdce 
Srdce určitě patří k nejdůležitějším orgánům v lidském těle, není-li dokonce ten 
nejdůležitější. Proto jsou na jeho činnost a bezproblémový chod kladeny velké nároky. Je to 
dutý svalový orgán, jehož stěna se skládá ze tří vrstev: vnějšího perikardu, středního myokardu 
(je tvořen srdeční svalovinou) a vnitřního endokardu. Srdce pracuje jako pumpa  
a skládá se z levé a pravé části. Každá část je tvořena síní a komorou, které jsou od sebe 
odděleny chlopněmi bránícími zpětnému průtoku. Krev, která přitéká do pravé síně a do pravé 
komory je odkysličená. Následně je vypuzena stahem (systola) srdečního svalstva  
a přes plícnici se dostává do plic, kde probíhá výměna plynů, tzv. plicní oběh. Okysličená krev 
se pak hromadí (diastola) v levé síni a levé komoře, odkud pak přes srdečnici proudí do celého 
těla, jedná se o tzv. tělní oběh. [1] [2] 
Cyklus systoly a diastoly trvá cca 0,75 s. V klidu srdce přečerpá během jedné minuty 
5 l krve, což je označováno jako minutový srdeční výdej. Při fyzické zátěži to může být až 4x 
větší množství. Těchto 5 l je poté následně rozděleno podle Tab. 1 následovně. 
Tab. 1: Rozdělení minutového srdečního výdeje v klidu 
 Objem [ml] Procentuální zastoupení 
Myokard 250 5 % 
Mozek 750 15 % 
Ledviny 1 000 20 % 
Svaly 1 000 20% 
Kůže 500 10 % 
Játra 1 500 35 % 
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1.1.1 Mechanická práce a výkon srdečního svalu 
Každou systolou komor se do cév dostává určité množství krve, které závisí např. na 
činnosti těla nebo na zdravotním stavu organismu. Objem takto vypuzené krve je okolo  
80 ml. Aby k tomu došlo, musí srdce vykonat mechanickou práci W, která se rovná součinu 
tlaku p v cévě a objemu V vypuzené krve, tedy: 
 𝑊 = 𝑝 . 𝑉 (1) 
Jelikož pravá síň a pravá komora mají za úkol přesunout krev jenom do malého 
plicního oběhu, je jejich práce o poznání menší než práce levé části srdce, protože ta má za cíl 
vypudit krev do celého tělního oběhu. Celková práce je W= 1,12 J. Levá část tvoří 84 % 
celkové práce, tedy WL= 0,93 J a zbylých 0,19 J je práce pravé části srdce. [2] 
 Mechanický srdeční výkon při tepové frekvenci 70 tepů za minutu je zhruba 1,3 W, 
což představuje pouze 10 % celkového výkonu. Zbylých 90 % je využito na udržování napětí 
neboli tonusu. [1] [2]  
1.2 Cévy 
 Cévy fungují zejména jako trubice, ve kterých proudí krev, jejichž úkolem je transport 
živin, kyslíku, oxidu uhličitého a odpadních látek metabolismu. 
1.2.1 Arterie 
Arterie neboli tepny mají za úkol rozvádět okysličenou krev ze srdce do celého těla. 
Jejich stěny jsou nejmohutnější ze všech cév a mohou být buď elastického, nebo svalového 
původu. Elastické tepny, často označované jako pružníkové cévy, se nachází okolo srdce  
a jejich hlavní funkcí je přeměna pulsujícího toku krve na tok kontinuální (viz Obr. 1). [2] [3] 
 Svalové tepny, u kterých ve stěně převládá hladká svalovina, mají za úkol udržovat 
tonus stěn cév. [2] 
 
Obr. 1 Přeměna pulsujícího toku na tok kontinuální [2] 
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1.2.2 Vény 
Vény, známé také jako žíly, přivádí z tkání do srdce odkysličenou krev, která následně 
putuje do plic. Jejich stěna je oproti arteriím mnohem tenčí a poddajnější, a tak mohou sloužit 
také jako zásobárna krve (obsahují okolo 60 % objemu krve v těle). Nedílnou součástí žil jsou 
chlopně, které brání zpětnému toku krve. Při nedomykavosti žilních chlopní vznikají varixy. 
[3] [4] 
1.2.3 Kapiláry 
Kapiláry (vlásečnice) jsou nejtenčí (průměr 5 až 8 μm) a nejjemnější cévy v lidském 
těle. Jejich rozložení není konstantní, ale závisí na látkové přeměně. Na místech s vysokou 
látkovou přeměnou je jejich množství mnohem větší než na místech s nízkou přeměnou. 
Celkově však tvoří povrch o obsahu cca 1 000 m2. Základní strukturou stěny vlásečnice je  
endotel, jehož spojení je poměrně volné, což umožňuje pronikání velkých molekul. Existují 
však i místa, kde spojení je takové, že přes stěnu neprostupují žádné látky. Hlavní funkcí 
kapilár je výměna látek mezi tkáněmi, kdy přes kapilární stěnu pronikají živiny a kyslík  
a opačným směrem putují odpadní látky metabolismu a oxid uhličitý. [3] 
Prostupování látek je zabezpečeno třemi ději, jsou to: 
 endocytóza a exocytóza; 
 difúze – pronikání z místa o vyšší koncentraci do místa s nižší koncentrací; 
 filtrace – transport živin přes semipermeabilní membránu. 
1.3 Krev 
 Krev se skládá z dvou složek – tekuté a buněčné (viz Obr. 2). Mezi tekutou část řadíme 
krevní plazmu a mezi buněčnou část erytrocyty (červené krvinky), leukocyty (bílé krvinky) a 
trombocyty (krevní destičky).  
 Hlavní funkce krve jsou:  
 transport kyslíku a oxidu uhličitého, živin, odpadních látek metabolismu  
a hormonů; 
 podílení se na termoregulaci; 
 udržování homeostázy (stálost vnitřního prostředí) a pH; 
 imunita organismu. 
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1.3.1 Krevní plazma 
 Krevní plazma je tekutá složka, která tvoří cca 55 % objemu krve, získáme ji 
centrifugací. Skládá se z vody, která tvoří zhruba 90 % a zbylých 10 % tvoří anorganické  
(1 %) a organické (9 %) látky. Její objem u dospělého člověka kolísá v rozmezí od 2,8 l do 
3,5 l. [3] 
 Mezi organickými látkami v plazmě jsou zastoupeny hlavně: 
 Bílkoviny, kam řadíme albuminy, globuliny (alfa1, alfa2, beta a gama)  
a fibrinogen. Množství albuminů je cca. 40 g/l a tvoří největší zastoupení. 
Globulinů je zhruba 26 g/l a nejmenší množství tvoří fibrinogen, pouze 4 g/l. 
Podílí se na udržení osmotického tlaku, pH nebo při srážení krve. [1] [7] 
 Sacharidy, jejichž nejdůležitější částí je glukóza. Hladina glukózy by se měla 
pohybovat v rozmezí od 3,3 do 6,1 mmol/l. [1] [7] 
 Lipidy, a to hlavně triacylglycelor , volné mastné kyseliny a cholesterol. [1] 
[7] 
1.3.2 Erytrocyty 
 Erytrocyty neboli červené krvinky jsou bezjaderné, vznikají v kostní dřeni a po 120 
dnech zanikají ve slezině. Za jejich tvorbu je zodpovědný hormon erytropoetin, který vzniká 
v ledvinách a podmětem pro jeho vznik je snížená hladina parciálního tlaku kyslíku. Jejich 
množství je rozdílné u mužů a žen. Muži mají cca 5 000 000 v mm3, zatímco ženy 4 500 000 
v mm3. Erytrocyty obsahují krevní barvivo hemoglobin, který je tvořen čtyřmi podjednotkami 
a železem. [5] [7] 
 Při navázání kyslíku vzniká oxyhemoglobin. Ve tkáních, kde dochází k výměně 
kyslíku za oxid uhličitý, vzniká karbaminohemoglobin. Na podélném řezu pak mají erytrocyty 
tvar cukrářských piškotů, který usnadňuje následnou difuzi navázaných plynů v kapilárách. 
[5] [7]  
1.3.3 Leukocyty 
Leukocyty jsou bílé krvinky, které obsahují jádro, vznikají v kostní dřeni a jejich 
hlavním úkolem je zprostředkovávat imunitní reakci. Množství leukocytů je podstatně nižší 
než erytrocytů, je jich zhruba 6 000 až 9 000 v mm3, počet však narůstá při napadení 
organismu virem. [1] [5] 
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 Podle toho, zda obsahují zrníčka v cytoplazmě, je dělíme na: 
 Granulocyty, které obsahují granula. Podle typu granul je dále dělíme na 
neutrofilní, eozinofilní a bazofilní. Jsou schopny fagocytózy, což je schopnost, 
při které buňka částici obklopí a pohltí. [1] [5] 
 Agranulocyty, které jsou bez zrníček. Dělíme je na monocyty a lymfocyty. 
Lymfocyty jsou zprostředkovatelem buněčné neboli protilátkové imunity  
a mají paměť, což znamená, že příště dokáží na stejný vir reagovat rychleji. 
Monocyty jsou velké buňky a jsou označovány jako makrofágy. Jejich úkolem 
je hlídat výskyt cizorodých částic a následně označit jejich přítomnost. [1] [5] 
1.3.4 Trombocyty 
 Trombocyty, často také názývány jako krevní destičky, jsou bezjaderné buňky, které 
svým tvarem připomínají desku. Počet trombocytů je 200 000 až 400 000 v mm3. Dožívají se 
9 až 12 dnů a vznikají odštěpením megakaryocytů v kostní dřeni. Hlavní úkolem krevních 
destiček je napomáhat při hemokoagulaci, což je srážení krve, a při zástavě krvácení. [6] 
 
Obr. 2 Z leva erytrocyt, trombocyt a leukocyt 
1.3.5 Proudění krve 
 Cévní systém se skládá z velkého tělního oběhu a malého plicního oběhu. Díky 
tlakovým rozdílům v tepenné a žilní části dochází k proudění krve. Existují dva typy proudění: 
 Laminární, které je za fyziologických podmínek nejčastější. Pohyb 
jednotlivých vrstev krve je rovnoběžný. Rychlost však není konstantní, ale 
směrem ke stěně cév vlivem viskozity klesá. [2] [6] 
 Turbulentní, které vzniká při kritické rychlosti z laminárního proudění. Pohyb 
není rovnoběžný, jelikož jednotlivé složky prostupují mezi složky další a 
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vznikají místní víry, které jsou doprovázeny zvukovými fenomény (šelest). 
[2] [6] 
Pravděpodobnost přechodu mezi laminárním a turbulentním prouděním je dána 
pomocí Reynoldsova čísla, které se dá vypočítat ze vzorce: 
 
𝑅𝑒 =
𝜌 . 𝑑 . 𝑣
𝜂
, 
 
(2) 
kde ρ je hustota proudící kapaliny s viskozitou η a rychlostí 𝑣, která teče trubicí o průměru 
𝑑.  
Pro různé typy trubice a různé kapaliny se stanovuje tzv. kritická rychlost Reynoldsova 
čísla. V případě, kdy hodnota Reynoldsova čísla bude větší než zvolená kritická rychlost, je 
proudění turbulentní. V opačném případě zase laminární. Všeobecně se používá hodnota 
kritické rychlosti 1 000, pokud však dochází k ohybu cévy nebo větvení, je používaná hodnota 
500. [2] 
 Fyzikální zákony proudění krve 
 Při proudění se uplatňuje několik fyzikálních zákonů: 
 ,,Při ustáleném proudění kapaliny uzavřeným systémem trubic o nestejném 
průměru platí zákon kontinuity. Za předpokladu, že proudící kapalina je 
nestlačitelná, je součin průřezu S a rychlostí v ve všech uvažovaných bodech 
konstantní.“ [2] 
 𝑆1 . 𝑣1 = 𝑆2 . 𝑣2 (3) 
 ,,Podle Bernoulliho zákona je suma potenciální a kinetické energie tekutiny 
v každém bodě systému je konstantní:“ [2] 
 𝐸𝑝 = (𝑃2 − 𝑃1) . ∆𝑉, (4) 
 
𝐸𝑘 =  
1
2
𝜌𝑣2
2 −  
1
2
𝜌𝑣1
2, 
 (5) 
 
∑𝑃 +
1
2
𝜌𝑣2 + ℎ𝜌𝑔 = 𝑘𝑜𝑛𝑠𝑡 
(6) 
 ,,Množství kapaliny, které proteče průřezem trubice za časovou jednotku, 
představuje tzv. průtočný objem, který závisí jak na geometrii cévy, tak na 
charakteru toku. Pro ustálené proudění, které bere zřetel na viskozitu proudící 
kapaliny a na geometrické poměry trubice, platí zákon Hagenův-Poiseuilleův.“ 
[2] 
 17 
 
 𝑄 =
π . r4 . ∆P
8 . η . Δl
, 
 
(7) 
kde η je viskozita kapaliny, r průměr trubice, ∆P rozdíl tlaků na začátku  
a konci trubice a l délka trubice.  
Tab. 2: Rychlost proudění krve 
Typ cévy Průřez řečiště [cm2] Rychlost toko krve [cm/s] 
Aorta 4,50 30,00 – 40,00 
Arterie 20,00 10,00 
Arterioly 400,00 0,50 – 1,50 
Kapiláry 4 500,00 0,05 
Venuly 1 000,00 0,10 – 0,50 
Vény 40,00 54,00 
Vena cava 18,00 8,00 
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2 Využití nanočástic 
 Nanočástice vznikají z atomů nebo molekul podle předem daného pracovního postupu, 
který musí být dodržen. Jedná se o částice, jejichž velikost začíná na jednotkách nanometrů a 
nepřesahuje stovky nanometrů. Takto velké částice jsou poté uspořádány do několika tvarů. 
Mezi nejčastější řadíme kulovitý tvar (viz Obr. 3) a tvar trubičky, mohou však být také 
uspořádány do hvězdice či nanodrátků. Důležitá je jejich struktura, kdy na povrchu je atomů 
mnohonásobně více než uvnitř částice a také to, že nemají schopnost se agregovat. Hlavní 
rozdíl v jednotlivých nanočásticích je v jejich fyzikálních vlastnostech, jedná se hlavně o 
magnetismus, superparamagnetismus či fluorescenci. Podle toho, z jakého materiálu jsou 
nanočástice vyráběny, je můžeme rozdělit na zlaté, stříbrné, železité, uhlíkové, zinkové a 
nanočástice na bázi dalších kovů. [8] [10] [11] 
 
Obr. 3 Kulovité zlaté nanočástice na elektronovém mikroskopu [8] 
 Mezi jedny z nejstarších nanočástic na světě můžeme zařadit zlaté nanočástice, které 
byly obsaženy v antických Lykurgových pohárech, a jejich vznik se datuje k 4. století našeho 
letopočtu. [8] 
 Hlavní funkcí v současné době je foto-termální terapie, kdy zlaté nanočástice (viz Obr. 
3) obsahují protilátku, která adheruje k buňkám nádoru a při absorbci infračerveného záření 
dojde k zahřívání nanočástic a vlivem tepla ke zničení okolní nádorové tkáně. Ideální velikost 
částic by neměla přesáhnout hranici 5,5 nm, kvůli bezpečnému odstranění z těla pomocí moči. 
[8] 
 Další uplatnění našli zlaté nanočástice jako nosiče DNA fragmentů či biologicky 
aktivních látek dovnitř buňky anebo také jako značení protilátek pro různé typy snímkování. 
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Další typy nanočástic, které se využívají v biomedicíně, jsou založené na bázi uhlíku. 
Nejčastěji se můžeme setkat s tvarem nanotrubice, které na svůj povrch dokáží vázat různé 
anorganické či organické molekuly. Upravené uhlíkaté nanočástice se často používají jako 
značky biologických struktur ve fluorescenčních mikroskopech, protože vykazují fluorescenci 
a další využití uhlíkatých nanočástic spočívá v navázání a následném pohlcení volných 
radikálů. K tomu se uplatňují hlavně fullereny (viz Obr. 4), což jsou částice  
o rozměru v jednotkách nm. [8] [12] 
Stříbrné nanočástice našly uplatnění ve vodivostních biosenzorech. Vzhledem k tomu, 
že je stříbro toxické, se tyto nanočástice nemohou používat jako nosiče či značky biologického 
materiálu. [8] [9] 
 
Obr. 4 Eliptický fulleren [12] 
Nanočástice, které mají hojné uplatnění v kosmetice, kde jsou součástí krémů na 
ochranu pokožky před UV zářením, jsou založené na oxidech dalších kovů, jako jsou 
například TiO2, ZnO či sulfid ZnS. V současné době se tyto nanočástice testují k využití 
v medicíně, kde se uplatňuje jejich absorpce akustického proudu. Na nanočástice by se 
navázaly specifické látky (např. hormon) a v lékařem daný moment, pomocí ultrazvuku, by 
došlo k rozevření nanočástice a k uvolnění navázané látky. [8] 
2.1 Železité nanočástice 
 Železité nanočástice jsou tvořeny oxidy železa a vznikají samovolně v přírodě při 
sopečné činnosti, takže je můžeme zařadit spolu se zlatými nanočásticemi mezi jedny  
z nejstarších. Nanočástice železa se skládají z jádra a obalu, který je polymerní. Hlavní funkce 
obalu spočívá v možnosti navázání dalších látek, k volnému toku v krvi a také brání 
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shlukování nanočástic. Jádro je tvořeno oxidy železa a to buď oxidem železitým, nebo 
železnatým. [8] [10] [11] 
V praxi dělíme železité nanočástice do tří skupin: 
 VSOP (very small superparamagnetic iron oxide nanoparticles), jejíž velikost 
je menší než 10 nm. 
 USPIO (ultrasmall superparamagnetic iron oxide) o velikosti cca. 20 nm. 
 SPION (superparamagnetic iron oxide nanoparticles), které jsou větší než 30 
nm. 
 Hlavní využití nanočástic železa spočívá v injekci do tělních dutin nebo krevního 
řečiště a kontrastování tvaru těchto objektů (např. pomoci MRI). Po určité době jsou pak z této 
tělní tekutiny nanočástice přirozeně vyfiltrovány (makrofágy, ledviny, játra).  Také se však 
nanočástice používají k označení buněk, zejména v klinických studiích  
a experimentální medicíně, kde našli široké uplatnění. Značka může být vyrobena tak že 
pronikne přímo do cytoplasmy nebo se zachytí pouze na povrch buňky (například pomocí 
chemické vazby dvou protilátek). V naší práci se zaměříme zejména na intracelulární značky, 
tj. nanočástice se navážou dovnitř buňky. Užití intracelulárních nanočástic je zejména 
v experimentální medicíně. Buňky naplněné nanočásticemi pak lze například mapovat na 
MRI, nebo za pomocí silného magnetu umístěného na těle (například v blízkosti infarktu, 
poškozených jater, nádoru) je lze směrovat a akumulovat do zvolené tkáně (viz Obr. 5).  Na 
nanočástice lze také navazovat různé léčivé látky nebo bioaktivní molekuly, specifický 
spouštěč pak následně může uvolnit léčivou látku ve správný čas. [8] [10] [11] 
 Železité nanočástice, na které lze působit magnetickou silou a zachytávat je 
v magnetickém poli budu následně využívat v mojí praktické části. 
 
Obr. 5 Směrování magnetických částic do cílové oblasti pomocí magnetického pole [10] 
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3 Sledování buněk 
 K sledování využíváme světelný a fluorescenční mikroskop. 
3.1 Světelný mikroskop 
 Využívání klasického optického mikroskopu patří mezi jedny z nejpoužívanějších  
a základních metod v laboratořích. Podle umístění zdroje světla, kterým nejčastěji bývá 
lampa, můžeme tyto mikroskopy rozdělit na klasické (KM) a invertní (IM). U KM se zdroj 
světla nachází pod vzorkem, zatímco u IM nad vzorkem. Světlo ze zdroje, které nejprve projde 
vzorkem, míří přes objektiv do okuláru, který má funkci v podobě lupy. Objektiv je z hlediska 
kvality zobrazení nejdůležitější soustavou mikroskopu a vytváří převrácený, mírně zvětšený 
obraz, okulárová čočka pak obraz většinou převrací zpět a dále modifikuje. Podle počtu 
okulárů dělíme mikroskopy na monokulární, které mají jeden okulár, binokulární, které mají 
okuláry dva a tak umožňují pohodlné pozorování oběma očima  
a trinokulární, kde třetí tubus slouží pro fotoaparát nebo kameru. [19] 
 Nadstavbou klasického světelného mikroskopu je fluorescenční režim, při něm 
nepřivádíme ke vzorku klasické „bíle“ světlo, ale jen specifický interval vlnových délek (může 
být například i mimo viditelnou oblast) a snímáme vznikající fluorescenci pomoci 
specifického filtru. 
 Při experimentech této bakalářské práce jsme využívali invertní mikroskop, používán 
byl zejména objektiv 10X, zorné pole při tomto nastavení umožnuje dobré snímání modelové 
kapiláry (průměr 1,5 mm). Při finálních experimentech jsme pak na stejný mikroskop 
dodatečně osadili i fluorescenční modul, neboť fluorescenční režim se pro snímání buněk a 
shluků buněk jevil jako výhodnější než snímání v průchozím světle. 
3.2 Fluorescence 
 Fluorescenční mikroskop pracuje na principu fluorescenčního jevu. Fluorescence 
s fosforescencí patří mezi základní typ luminiscence a dohromady tvoří  
tzv. fotoluminiscenci. Mezi další typy luminiscence patří termoluminiscence nebo také 
chemoluminiscence, kam se řadí bioluminiscence, což je jev, který způsobuje světélkování 
světlušek nebo také medúz. 
Fluorescence nastává tehdy, když atomy speciální látky (fluorofory) absorbují energii, 
která má za následek vybuzení elektronu ze základní energetické hladiny do excitovaného 
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stavu. Po určitém čase se elektrony vrací zpět, do základní energetické hladiny, a přebytek 
energie je vyzářen ve formě fotonů (emisní světlo). Toto nové světlo má delší vlnovou délku, 
tedy nižší frekvenci, než původní záření, které tento jev vyvolalo. [17] 
 Fluorofory, neboli fluorescenční barviva, můžeme rozdělit do dvou hlavních skupin: 
vnitřní a vnější. Vnitřní fluorofory, neboli vlastní fluorescence, se nachází v buňkách 
organismu přirozeně. Tento jev se nazývá bioluminiscence, a jak už bylo řečeno, tak se 
nachází u medúz, světlušek nebo také u fytoplanktonu. [17] 
 Vnější, neboli nevlastní fluorescenci, můžeme rozdělit podle typu vazby na vzorek. 
Fluorofor se může vázat buď to kovalentně, v tomto případě hovoříme o fluorescenčních 
značkách, nebo nekovalentně, tzv. fluorescenční sondy. Druhý případ slouží zejména pro 
značení membrán nebo nukleových kyselin, zatímco první případ slouží ke sledování 
biomolekul (proteiny, peptidy). [17]  
3.3 Fluorescenční mikroskop 
 Technika fluorescenční mikroskopie se stala nezbytným nástrojem v biologii  
a biolékařských vědách, protože dokáže pozorovat strukturu buněk, které bychom klasickým 
optickým mikroskopem neviděli.  
Základní funkce fluorescenčního mikroskopu je ozařovat vzorek zářením  
v konkrétním pásmu vlnových délek, a poté oddělit mnohem slabší emitované fluorescence z 
excitačního světla. K tomu slouží excitační filtr, který má za úkol vybrat ze záření, které 
přichází ze zdroje, pouze tu vlnou délku, která odpovídá použitému fluorescenčnímu barvivu. 
Vybrané vlnové délky, po průchodu excitačním filtrem, dopadnou na dichromatické zrcadlo, 
což je speciální interferenční filtr, který odráží kratší vlnové délky světla  
a propouští delší vlnové délky. Zrcadlo je nakloněno pod úhlem 45⁰ vzhledem k příchozím 
excitačnímu světlu a odráží toto záření kolmo na preparát. [18] 
 
Obr. 6 Schéma fluorescenčního mikroskopu 
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Předtím, než emitované světlo dojde k okuláru nebo detektoru, musí nejprve projít 
bariérovým filtrem. Tento filtr potlačí jakékoliv zbytkové excitační světlo a předává 
požadované emisní světlo delší vlnové délky (viz Obr. 6). Ve většině fluorescenčních 
mikroskopů jsou tyto části začleněny do optického bloku (často označovaného jako  
tzv. „fluorescenční kostka“). Moderní fluorescenční mikroskopy jsou schopné pojmout čtyři 
až šest fluorescenčních kostek (obvykle na otočné plošině pro snadné a rychlé výměny –  
tzv. revolverový systém). [18] 
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4 Kultivace buněk in vitro 
 Při práci in vitro, je pracováno se samostatnými buňkami nebo s tkáněmi. Nepracuje 
se tedy s celými organismy. 
 Základem pro kvalitní kultivaci buněk je vhodný inkubátor (viz Obr. 7), kultivační 
médium a také správně zvolený typ kultivace. V inkubátorech nebo složitějších kultivačních 
zařízeních lze nastavit teplotu, vlhkost nebo také procentuální zastoupení oxidu uhličitého  
a kyslíku. K úspěšné kultivaci buněk se teplota nastavuje na 37 °C a procentuální zastoupení 
oxidu uhličitého na 4 až 5 %. Kultivační médium, které se nalije do misky, udržuje vhodné 
prostření pro buňky. Obsahuje živiny, vitamíny, aminokyseliny, organické a anorganické 
látky a také růstové faktory. Nedílnou součástí je také stálé pH, které by se mělo pohybovat 
okolo 7,4. Ke kontrole pH je součástí média fenolová červeň, která obarví médium na červeno. 
Při poklesu pH pod hodnotu 6,5 se médium mění na oranžovo a značí vhodný okamžik pro 
jeho výměnu. [13] [14]  
 
Obr. 7 Inkubátor na buněčný materiál 
Při práci s buněčným materiálem je důležité dodržovat sterilní prostředí, aby nedošlo 
ke kontaminaci buněčné struktury. Proto se často používá laminární box (viz Obr. 8), často 
označovaný jako flowbox. Tento box je vybaven větráčky s nastavitelnou rychlostí, které 
udržují laminární proudění a brání tak kontaminaci. Při práci v tomto zařízení je nutné, aby 
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materiál, se kterým budeme pracovat, byl nejprve očištěn lihem, aby nedošlo k znečištění,  
a následně vložen do boxu, kde už probíhají jednotlivé úkony. [14] [15] 
 
Obr. 8 Laminární box 
Kultivace se dělí do dvou skupin – statická (Petriho misky) a dynamická (viz Obr. 9). 
Při statické kultivaci buňky rostou na skleněném nebo plastovém povrchu, jehož přilnavost 
nemusí být ideální, a proto se přidávají látky, které adhezi zlepšují. Nejčastěji se můžeme 
setkat s poly-L-lysinem či fibronektinem. [14] [15] 
Největším problémem statické kultivace buněk je, že se prostředí nepodobá jako v in 
vivo a proto může dojít k morfologickým změnám. Aby se co nejvíce přiblížilo k in vivo 
podmínkám, byla zavedena tzv. dynamická kultivace, ve které se využívají mikrofluidní 
kultivační zařízení (viz Obr. 9), které nám zajišťují cirkulaci média. 
 
Obr. 9 Mikrofluidní kultivační zařízení 
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5 Alternativní metoda měření 
Jelikož výzkum a testování železitých nanočástic zažívá velký rozvoj, existuje 
v odborných článcích řada metod, které testují jejich interakci s magnetickým polem a jejich 
záchyt v různých magnetických polích a uvádí i různé metody následné numerace 
zachycených objektů.  
Tato využívaná metoda spočívá v zachycení buněk označenými železitými 
nanočásticemi pomocí dvou permanentních magnetů umístěných po stranách trubice  
(viz Obr. 10). Tyto magnety jsou od sebe umístěny ve vzdálenosti 1 mm. Mezi nimi leží 
trubička, která má průměr 100 μm a v ní proudí roztok s buňkami rychlostí v rozmezí od 0,01 
cm/s až po 0,2 cm/s. [16] 
 
Obr. 10 Schéma metody s dvěma permanentními magnety [16] 
Rozdíl mezi námi používanou metodou a touto metodou je ve velikosti trubičky, 
použití dvou magnetů a rychlosti proudící kapaliny. Naše “kapilára“ má průměr 1,5 mm a je 
tak výrazně větší než zmiňovaná trubička, proto u ní není vidět tak patrný záchyt buněk  
(viz Obr. 11). Většímu záchytu buněk také napomáhá menší rychlost proudící kapaliny, která 
je v rozmezí od 0,01 cm/s až po 0,2 cm/s, zatím co u našeho testování jsme nejmenší rychlost 
zvolili 0,072 cm/s a největší pak na 0,888 cm/s. [16] 
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Obr. 11 Záchyt buněk pod mikroskopem [16] 
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6 Praktická část 
 Cílem praktické části je co nejvěrněji nasimulovat podmínky průtoku buněk kapilárou 
in vivo a následné zachycení buněk pomocí magnetické síly ke stěně kapiláry. K testování 
byly využity mezenchymální kmenové buňky (MSC), které byly označeny železitými 
nanočásticemi (v této práci dále označujeme jako Fe-1, respektive Fe-2). Značení probíhá 
velmi jednoduše, nanočástice jsou ze sterilního zásobního balení pomocí injekční stříkačky 
injektovány do kultivační jamky (výsledná koncentrace 50 μg/ml), kde jsou předchystány 
MSC buňky a kultivační médium a následně dochází během 24 hodin k jejich proniknutí přes 
buněčnou membránu do buňky. U těchto nanočástic není potřeba žádné doplňkové chemikálie 
(transfekční činidla), které se obvykle používají k rozvolnění buněčné stěny. Po 24 hodinách 
se považuje buňka za označenou a akumulaci nanočástic v buňkách lze zkontrolovat i na 
klasickém mikroskopu v modu průchozího světla (viz Obr. 12). 
 
Obr. 12 Buňky MSC označené železitými nanočásticemi pod světelným  mikroskopem (zvětšení 10x) 
 Dalším důležitým krokem, než začne samotné testování magnetické síly působící na 
buňky, je trypsinizace, ke které byl využit 0,05% Trypsin - EDTA. Označené buňky jsou totiž 
adherentní, tzn. pevně drží přilnuté ke dnu kultivační misky a pomocí trypsinu se od dna 
začnou odlepovat. Trypsin však nesmí být v misce příliš dlouho, nejčastěji se nechává působit 
po dobu 5-ti až 10-ti minut a poté dochází k jeho odmytí (zředěno 1:1 čerstvým kultivačním 
mediem s 10% FBS, roztok se přepipetuje do 1,5 ml plastových 
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mikrozkumavek a rychle zcentrifuguje). Nadměrně dlouhému působení trypsinu je třeba se 
vyvarovat, hlavně proto, že může dojít k rozleptání membrány a následnému zničení 
buněčných struktur. 
 Usazené buňky po centrifugaci materiálu vytvoří okem viditelnou hnědavou peletku 
(viz Obr. 13). Poté dojde k odsátí roztoku nad peletkou a přidání 1 ml čistého media. 
S buňkami v tomto roztoku se pak mohou provádět jednotlivé testování. 
 
Obr. 13 Zkumavka po centrifugaci (na označeném místě je shluk buněk) 
 Aby bylo co nejlépe nasimulováno proudění buněk v kapilárách in vivo a bylo možno 
na tyto pohybující se buňky aplikovat různé testy brzdící magnetické síly, je potřebná soustava 
hadiček nebo kapilár o objemu 0,5 ml a průměru 1,5 mm z biokompatibilního materiálu 
obsahující kapalinu s obdobnými vlastnostmi jako krev a vhodná pumpa, která zajišťuje 
dlouhodobý regulovatelný proud tekutiny v této soustavě. Při výběru pumpy se muselo vzít v 
úvahu nesterilní prostředí a bezpečné silové působení na buňky při použití jednoduchého 
elektronického lopatkového čerpadla. Jako nejvhodnější pumpa byla proto nakonec vybrána 
laboratorní peristaltická pumpa, od firmy Rainin a typu Dynamax (model RP-1). Ta pracuje 
na principu střídání stlačení a následného uvolňování hadičky s roztokem, která prochází mezi 
rotujícími čelistmi pumpy a má výhodu, že kapalina a buňky nejsou v přímém kontaktu 
s žádnou lopatkou, hřídelí nebo pohyblivým mechanismem. Pomocí tohoto zařízení je možné 
si nastavit různou rychlost rotoru (RPM), který zprostředkovává střídání stlačení a uvolňování 
trubice, tím pádem různou rychlost proudění kapaliny v pumpě.  
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Po sestavení uzavřeného systému hadiček a naplnění objemu hadiček kultivačním 
mediem, které má podobné vlastnosti jako reálná krev (je sterilní a zajistí dlouhodobé stabilní 
podmínky, ve kterém MSC buňky mohou přežít), byla kapalina rozpohybována  
a udržována při konstantní rychlosti (viz Obr. 14) a při přenastavení otáčky pumpy byla 
změřena unášivá rychlost (měření dráhy a času posuvu čela kapaliny v kapiláře). Následně 
byl do blízkosti kapiláry přiložen magnet a provedl se první test záchytu buněk pomoci 
magnetické síly při této základní konfiguraci soustavy (Obr. 14). Z vizuální kontroly kapiláry 
se zjistilo, že při rychlosti 1,0 RPM a nižších je už po dvou otáčkách patrná akumulace 
hnědavých buněk na stěně kapiláry v blízkosti magnetu. 
Tab. 3: Převod rychlosti RPM na cm/s 
RPM cm/s 
0,4 0,096 
0,6 0,144 
0,8 0,192 
1,0 0,240 
1,2 0,288 
1,4 0,336 
1,6 0,384 
1,8 0,432 
2,0 0,480 
2,2 0,528 
2,4 0,576 
2,6 0,624 
2,8 0,672 
3,0 0,720 
3,2 0,768 
3,4 0,816 
 
 
Obr. 14 Schéma uzavřené soustavy hadiček a peristaltické pumpy (po přidání magnetu byl pozorován 
záchyt MSC buněk u stěny kapiláry) 
 31 
 
6.1 Základní test citlivosti buněk na magnetickou sílu 
Před tím, než byly prováděny testy přímo v kapilárách, bylo nutné nejdříve otestovat, 
zda vůbec jsou buňky označené nanočásticemi přitahovány magnetickou silou a jak velké jsou 
síly, které působí na jednu buňku a také jakou rychlost mohou buňce udělit. K testování bylo 
využito třech typů magnetů o různé magnetické síle: jeden feritový magnet (pole 20 µT ve 
vzdálenosti 2 mm), čtveřici klasických feritových magnetů v sérii za sebou (pole 80 µT ve 
vzdálenosti 2 mm) nebo jeden neodymový magnet (pole 200 µT ve vzdálenosti 2 mm). Ke 
snímání pohybu buněk byl použit inverzní mikroskop Olympus IX-71 s objektivem  
s 10X zvětšením a kamera od společnosti PixeLINK, Megapixel FireWire Camera  
Release 3.2 s rozlišením 640 x 480. Buňky označené nanočásticemi byly při startu 
experimentu v polokruhovité průhledné misce v roztoku kultivačního media DMEM. 
Magnetické pole bylo vytvořeno v okamžiku přiložení severního pólu magnetu k přepážce 
misky (viz Obr. 15). 
 
Obr. 15 Miska s buňkami a snímací aparatura pro záznam pohybu buněk vlivem magnetického pole 
Tab. 4: Rychlost vybrané buňky směřující k magnetu 
  
rychlost buňky u 1 
magnetu [μm/s] 
rychlost buňky u 4 
magnetů [μm/s] 
rychlost buňky u 
neodymového 
[μm/s]   
1. sledovaná buňka 28,8 120,0 370,4 
2. sledovaná buňka 11,9 166,6 218,2 
3. sledovaná buňka 14,6 100,0 179,6 
  průměrná rychlost 18,4 128,9 256,1 
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Obr. 16 Pohyb buňky způsobený magnetickou silou 1 magnetu, která za 10,40 s urazila vzdálenost 300 
μm. (záznam pohybu buňky je složen z výřezů tří snímků nasnímaných kamerou v čase T0, T1 a T2, ve 
stejném zorném poli, pro výřez a sestavení kompozice byl použit software Windows Media Player) 
 Z Tab. 4 lze vyčíst, že čím silnější magnetické pole, tak tím je označená buňka rychleji 
přitahována. Při přiložení nejslabšího magnetu byla průměrná rychlost buňky 18,4 μm/s, 
zatímco, při přiložení nejsilnějšího byla rychlost cca 15x větší. 
6.2 Experiment se silikonovou kapilárou 
 V tomto testování byl roztok s buňkami o objemu 0,5 ml injektován do uzavřeného 
proudového modelu (detailní popis v úvodu ke kapitole 6 a Obr. 14), pomocí peristaltické 
pumpy rozpohybován 4 různými rychlostmi a po celou dobu byly u segmentu „kapilára“  
o průměru 1,5 cm 4 klasické magnety. Po zvoleném čase (3 min) byla kapilára vyjmuta 
z oběhu a následně na Bürkerově komůrce spočítán počet zachycených buněk v oblasti 
působení magnetické síly. Tato oblast měla objem 70 μl. 
 Na komůrce se počítá počet buněk ve velkém čtverci (viz Obr. 17). Velikost velkého 
čtverce je 1 mm2. Následně je spočítaný počet buněk vynásoben 10 000 a výsledek udává 
počet buněk v 1 ml roztoku. 
 [𝑏𝑢𝑛ě𝑘/𝑚𝑙] = 𝑝𝑜č𝑒𝑡 𝑏𝑢𝑛ě𝑘 𝑣𝑒 𝑣𝑒𝑙𝑘é𝑚 č𝑡𝑣𝑒𝑟𝑐𝑖 ∙ 10 000  (8) 
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Obr. 17 Bürkerova komůrka (buňky se počítají ze zvýrazněného čtverce) 
Tab. 5: Počet zachycených buněk 
 
buněk na 
čtverec 
buněk na 
čtverec 
průměrný počet 
buněk ve 
čtverci 
počet buněk v  
1 ml 
počet buněk v 
70 μl RPM 
0,3 32 42 37 8 647 605 
0,6 34 42 38 8 881 622 
1,0 52 48 50 11 802 826 
3,5 32 36 34 7 946 556 
Obr. 18 počítá s konstantní dobou průtoku. Problém však nastal při nižších 
rychlostech, kdy kapalina v trubičce nestihla za daný čas udělat ani jednu celou otáčku a tak 
v místě působení magnetické síly nebyla možnost zachycení většího počtu buněk. 
 
Obr. 18 Graf závislosti počtu zachycených buněk na rychlosti průtoku kapaliny s chybovými úsečkami 
vyjadřujícími směrodatnou odchylku počtu buněk a konstantním časem 3 min 
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V Obr. 19 byl tento problém vykompenzován tím, že hodnoty byly přepočítány místo 
konstantního času, jak je tomu u Obr. 18 na konstantní objem roztoku. 
 
Obr. 19 Graf závislosti počtu zachycených buněk na rychlosti průtoku kapaliny s chybovými úsečkami 
vyjadřující směrodatnou odchylku a konstantním objemem 0,105 ml 
 Výsledky z Obr. 19 odpovídají realitě dlouhodobého záchytu buněk z krevního řečiště 
daleko více než z Obr. 18. Při nižších rychlostech je záchyt buněk daleko větší než při 
rychlostech vyšších, protože na částice působí menší unášivá síla tekutiny, a proto se snáze 
dostanou ke stěně naší kapiláry. 
6.3 Experiment s modifikovanou PDMS kapilárou 
 Pro detekci buněk na mikroskopu musel být průtokový systém poupraven, protože 
současná kapilára, tj. silikonová hadička (viz Obr. 20), nemá ideální optické vlastnosti. 
Problém byl vyřešen tím, že kapilára byla nahrazena dutinou v bločku PDMS (viz Obr. 21). 
Tekutý PDMS se nalil okolo matrice, nechal se zatuhnout a pak se plastová matrice vytáhla a 
vznikl ideální tunel v průhledném bločku, který má výborné optické vlastnosti. 
 Objem cirkulační soustavy (na rozdíl od původního objemu uvedeného v úvodu do 
kapitoly 6) musel být zvětšen, tak aby hadičky bylo možné geometricky přeuspořádat  
a kapilára dosáhla na zorné pole mikroskopu. Nový objem činil 0,88 ml. Pumpou byl 
rozpohybován roztok s celkovým počtem buněk cca 86 500. Nejprve byl roztok puštěn 
rychlostí 3,5 RPM a následně rychlostí 1,0 RPM.  
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Doba průtoku byla nastavena tak, aby kapalina v trubičce stihla udělat 2 otáčky kolem 
neodymového magnetu, který byl ve vzdálenosti 2 mm od kapiláry. Pro rychlost  
3,5 RPM to byl čas 1:28 s, zatímco pro rychlost 1,0 RPM 8:50 s. Ke snímání byla použita 
stejná kamera jako v základním testování (podkapitola 6.1) 
 
Obr. 20 Petriho miska s kapilárou před úpravou 
 
Obr. 21 Kapilára zalitá do PDMS 
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Obr. 22 Umístění průtokového systému s mikroskopem 
 Pomocí mikroskopu je možné v kapiláře vidět jednotlivé zastavující se buňky 
v blízkosti magnetu. Problém však nastal, pokud chceme v jednom zorném poli dobře zobrazit 
všechny buňky v celém průřezu tunelu v blízkosti magnetu. Protože je možno zaostřit pouze 
jednu rovinu, nemůže být tak spočítat celkový počet buněk. Výhodou však byla možnost 
sledovat, jak se jednotlivé buňky odchylují ze své původní trajektorie a míří k magnetu. 
 Pro přesnou kvantifikaci zachycených buněk po uplynutí zvoleného času byla kapilára 
odpojena, objem kapiláry v PDMS bločku vytlačen pomocí pipety do mikrozkumavky, 
promíchán (abychom rozmělnili případné shluky buněk) a následně na Bürkerově komůrce 
spočítán počet buněk. Objem kapiláry (tunelu v PDMS) byl v tomto případě 0,25 ml. 
Tab. 6: Počet zachycených buněk 
RPM buněk na čtverec  buněk v 1 ml  buněk v 0,25 ml 
1,0 5,8 58 000 14 500 
3,5 3,0 30 000 7 500 
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6.4 Využití užší PDMS „kapiláry“ 
V tomto postupu byla využita sestava z minulé podkapitoly 6.3. Abychom se více 
přiblížili k průměru reálné krevní kapiláry v organismu a také k jednoduššímu snímání, jelikož 
v zorném poli mikroskopu je možno sledovat celý její průřez, byl průměr tunelu  
v PDMS upraven ze 1,5 mm na 0,5 mm (viz Obr. 23). Pozměněn byl také v průběhu 
experimentu magnet (využit neodymový magnet s centrálním otvorem pro prvotní testování 
snímání ,,skrz“ magnet, od této geometrie magnetu však bylo nakonec opuštěno, detailně je 
popsáno v uvedeném postupu níže). 
Sestava testovací aparatury byla obdobná jako v podkapitole 6.3 a viz Obr. 22, ale 
rozdíl byl v použitém magnetu, počtem buněk, kdy bylo použito 2 000 buněk, a rychlosti 
proudící kapaliny. Jelikož průsvit užší kapiláry je 9x menší než průsvit původní kapiláry, 
musela být snížena rychlost otáček tak, aby odpovídala rychlosti v širší kapiláře. V tomto 
testování byl využíván prstencový, neodymový magnet, který byl umístěn přímo na objektiv 
(viz Obr. 24) a na něj položena sestava kapiláry v PDMS. 
 
Obr. 23 Kapilára zalita do PDMS s průměrem 0,5 mm 
 
Obr. 24 Umístění magnetu 
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Obr. 25 Schéma umístění magnetu na objektiv 
Jelikož byl záchyt buněk na krajích prstencového magnetu největší (největší hustota 
magnetických siločar je právě na okrajích a nejmenší ve středu prstencového magnetu), 
nemohlo dojít ke snímání shluků buněk, protože magnet bránil průchodu světla. Problém byl 
vyřešen tím, že byl magnet umístěn na vrchní stranu kapiláry (viz Obr. 26) a snímán 
fluorescenčním mikroskopem Olympus IX-71 s 10X zvětšením. Aby byly buňky pod 
fluorescenčním mikroskopem viditelné, musely být označeny calceinem, který se používá 
jako fluorescenční značka. 
 
Obr. 26 Umístění magnetu na vrchní straně kapiláry 
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Obr. 27 Schéma umístění magnetu na vrchní stranu kapiláry 
Nejprve byly buňky z kapiláry vytlačeny a na Bürkerově komůrce spočítány  
a následně ze snímků pořízené z fluorescenčního mikroskopu byla spočítána hodnota pixelů 
zelené barvy pomocí programu GIMP 2.8. Celková hodnota pixelů byla spočítána jako 
celkový počet pixelů ve vybrané části (Obr. 28 a Obr. 29) vynásoben průměrnou hodnotou 
jednoho pixelu (viz Obr. 30). 
Tab. 7: Počet zachycených buněk 
 zachycených 
buněk 
zachycených 
buněk 
zachycených 
buněk 
průměrný počet 
zachycených buněk RPM 
0,11 365 325 403 364 
0,60 99 201 139 146 
Tab. 8: Sumární hodnota pixelů Obr. 25 a Obr. 26 
 RPM 
sumární hodnota 
pixelů 
sumární hodnota 
pixelů 
sumární hodnota 
pixelů průměr 
0,11 10 651 874 4 661 888 7 666 507 7 660 089 
0,60 2 184 000 1 425 600 4 140 192 2 583 264 
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Obr. 28 Záchyt buněk při rychlosti 0,11 RPM 
 
Obr. 29 Záchyt buněk při rychlosti 0,60 RPM 
 
Obr. 30 Histogram zelené barvy druhého snímku při rychlosti 0,11 RPM 
(podtržené hodnoty jsou použity k výpočtu sumární hodnoty pixelů) 
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Obr. 31 Graf závislosti počtu zachycených buněk na rychlosti proudící kapaliny se směrodatnou 
odchylkou 
 
Obr. 32 Graf závislosti hodnoty pixelů na rychlosti proudící kapaliny se směrodatnou odchylkou 
 Výsledky z Obr. 31 a Obr. 32 odpovídají teoretickým předpokladům a tomu, že 
závislost hodnoty pixelů zelené barvy na rychlosti proudící kapaliny odpovídá závislosti počtu 
zachycených buněk. Tedy, čím větší počet zachycených buněk, tím větší bude hodnota pixelů 
zelené barvy pod fluorescenčním mikroskopem v daném místě záchytu. 
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6.5 Ucpání kapiláry 
Dle zadání je potřeba objasnit otázku, zda záchyt buněk v blízkosti magnetu by po 
určitém delším čase mohl způsobit úplné ucpání kapiláry. Do sestavy z minulé kapitoly 5.5 o 
průměr kapiláry v PDMS  0,5 mm bylo proto opět aplikováno 2000 značených buněk, použit 
byl opět neodymový magnet a rychlost pumpy nastavena na 0,11 RPM, tak aby záchyt buněk 
byl co největší. Akumulace buněk v kapiláře blízko magnetu je už cca po  
20 obězích patrná i pouhým okem, avšak ani po 200 obězích kapaliny v cirkulační smyčce 
nedochází k úplné blokaci kapiláry. Je zřetelné, že peristaltická pumpa vyvíjí takový tlak, že 
shluk buněk nemůže odolat tlaku přicházející kapaliny a po každém pootočení kolesa pumpy 
je odnesen. 
Pro další test byla proto silikonová hadička rozvětvena na dvě paralelní větve, obě 
osazené stejnou kapilárou z PDMS (viz Obr. 33). První kapilára byla ponechána bez magnetu, 
k druhé byl umístěn magnet (a zaostřena na objektivu mikroskopu. Ani při tomto uspořádání 
však nedošlo k úplné blokaci.  
 
Obr. 33 Úprava cirkulační sestavy, dvě paralelní kapiláry. 
Posledním test spočíval k dodatečné úpravě stěn druhé kapiláry (kapilára u magnetu). 
Do kapiláry bylo injektováno 30 µl tekuté směsi želatiny a krevních destiček (jako zdroj 
posloužil laboratorní potkan, Ústav fyziologie LF Masarykovy univerzity). Stěny se tak staly 
více adhezivní a zároveň se průsvit kapiláry snížil na polovinu. Při tomto uspořádání již byla 
mikroskopem po 45 obězích viditelná akumulace značených MSC buněk přes celý průměr 
kapiláry, tok kapaliny touto kapilárou byl téměř nezřetelný. 
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7 Závěr 
 Cílem této bakalářské práce bylo otestovat, jak budou reagovat buňky označené 
železitými částicemi na magnetickou sílu v modelovém krevním řečišti a jejich následná 
detekce na mikroskopu a také ucpání cévy s využitím nanočástic a trombocytů. Nejprve byla 
otestována reakce buněk v průhledné misce při přiblížení různých typů magnetů na vzdálenost 
2 milimetrů. K testování posloužily 3 druhy, jeden klasický feritový, čtveřice klasických 
feritových (sériově složených do bloku) a jeden neodymový magnet. Testováním (viz 6.1) 
bylo zjištěno, že označené buňky jsou popsaným postupem magnetickou silou přitahovány. 
K různě silnému magnetu byly buňky v kapalině (prozatím použito jen kultivační medium) 
přitahovány různě velkou rychlostí (výslednice odporu prostředí  
a magnetické atraktivní síly). K nejsilnějšímu magnetu, neodymovému, buňky putovaly 
průměrnou rychlostí 256,1 μm/s, zatímco k nejslabšímu, jednomu klasickému magnetu, 
rychlostí 18,4 μm/s. 
 V další části byla práce zaměřena na zachycení označených buněk a jejich kvantifikaci 
v segmentu průtokové soustavy. Jako model řečiště byla zvolena průhledná plastová kapilára 
spojena se silikonovou trubicí přes peristaltickou pumpu s regulovatelnou rychlostí průtoku 
kapaliny. K testování byly vybrány čtyři různé rychlosti, 0,3 RPM,  
0,6 RPM, 1 RPM a 3,5 RPM. Z výsledků (viz 6.2 a 6.3) vyplývá, že čím menší je unášivá 
rychlost kapaliny proudící kapilárou, tím je počet zachycených buněk ke stěně kapiláry,  
u které působí magnet, větší. Zvyšující se síla magnetu má účinek opačný. Počet zachycených 
buněk byl v těchto prvních experimentech určen na Bürkerově komůrce (po odsátí a 
přepipetování agregátu buněk). 
 Problém nastal při kvantifikaci buněk na mikroskopu. Protože je možné zaostřit pouze 
jednu rovinu, je nemožné spočítat celkový počet buněk zachycený u vertikální stěny kapiláry. 
To bylo vyřešeno pomocí magnetu s kruhovitým výřezem, který byl v jedné ose s osou 
objektivu. Ale jelikož má tento magnet největší intenzitu právě v blízkosti vnějších hran a 
minimální ve středu, nebylo možné objektivně pozorovat a snímat shluky buněk. Proto bylo 
navrženo finální řešení, kdy byl magent umístěn na vrchní stranu kapiláry v PDMS (viz 6.4) 
a kapilára byla snímána fluorescenčním mikroskopem. Konfokální mikroskop navrhovaný 
v zadání (naše pracoviště disponuje mikroskopem Leica TCS SP8) nakonec nebyl využit, 
neboť dostupné peristaltické pumpy nebylo možné umístit do držáku vzorku. 
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 V poslední části práce bylo úkolem objasnit otázku, zda záchyt buněk v blízkosti 
magnetu by po určitém delším čase mohl způsobit úplné ucpání kapiláry. V prvním pokusu, 
který obsahoval pouze 1 PDMS tunel k ucpání nedošlo, neboť peristaltická pumpa vyvíjí 
takový tlak, že shluk buněk je po každém otočení odnesen. Ucpání se nepodařilo ani po 
rozvětvení soustavy a využití 2 PDMS tunelů. Při třetím pokusu, kdy byl použit rozvětvený 
systém s tekutou směsí želatiny a krevních destiček, které zapříčinily snížení průsvitu  
a zvýšení adhezi stěn kapiláry, došlo k ucpání a tok kapaliny procházel pouze jedním tunelem 
v PDMS. 
Po shrnutí získaných dat lze z fyzikálního hlediska popsat jev záchytu magneticky 
značené buňky v cirkulaci dle Obr. 34. 
 
Obr. 34 Záchyt magneticky značené buňky v cirkulaci 
 Buňky č. 1, č. 2 i č. 3, které se dostanou do magnetického pole magnetu, mají dvě 
rychlosti. Unášivou rychlost vu, která dle Tab. 3 a kapitoly 6.4 má pro rychlost 0,1 RPM 
velikost 2 400 μm/s a rychlost vertikální vm, způsobenou magnetickou silou magnetu 
(předpokládejme, že je ustálená a v době několik sekund stejná). Dle měření v kapitole 6.1 
platí pro neodymový magnet vm = 250 μm/s. 
  Buňka č. 3 je velmi vzdálená od magnetu a nestihne tak dopadnout na dno kapiláry, 
dostává se za hranici magnetického pole a dále pokračuje v cirkulaci. Buňka č. 2, která se 
nachází ve středu toku, se vlivem magnetického pole dostává ke stěně kapiláry, ale až na 
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samotné hranici magnetického pole. Protože je unášivá rychlost dostatečně velká, buňka 
nestihne dobrzdit v magnetickém poli a tak je dále unášena a pokračuje v cirkulaci. Opačným 
případem je stav buňky č. 1, která se nachází v blízkosti stěny kapiláry, kde je magnetická síla 
maximální. Buňka dopadá na dno, kde nastává zpomalení vlivem třecí síly, která působí proti 
směru toku kapaliny. Pokud brždění trvá dostatečně dlouho, buňka zastaví (viz buňka č. 1). 
Jestliže však nestihne dobrzdit před koncem magnetického pole, třecí síla se blíží k nule 
a cirkulující tekutina s dostatečnou rychlostí buňku odnáší (viz buňka č. 2). 
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